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缺氧早期神经细胞膜电位呈现超极化!阈强度增高!兴奋性降低$随缺氧程度加剧!神经细胞膜电位呈现去极化!阈

强度减低!兴奋性增高&

关键词"缺氧$神经元$兴奋性$膜电位$阈强度

>?:

!

$*(&@/@

"

A

(:BBC($/1$3.&'.(%*$$($&(**'

文献标识码"

6

文章编号"

$/1$3.&'.

"

%*$$

%

$&3$%)13*&

!+#*),#-'("'2*96-#,0-+-#

&

2)'3),#.-

//

'6,3

/

,+(*$)'("-(%$6*%0

&

5,)-'$".

&/

'9-6%$),#-'(

"

<,2&H%#

%

#

<,2&$%

:

2&

#

"#"*&

:

#

#

3#<,*&

(

'%&

#

$

$5.2

6

*7892&8/

:

J2#7/'/

(1

#

K2A/&>C

::

%'%*82>3/+

6

%8*'

#

<,/&

(4

%&

(

@2>%A*'D&%E27+%8

1

#

<,/&

(4

%&

(

'***$*

#

<,%&*

&

!0"#),6#

!

:0

;

*6#-5*

!

8?<R

H

;?K<I;D<KID:?CB?N<RP:DIL:;:D

F

NK?OG:

HH

?PIO

H

I;C<EK?CBBEL

A

<PD<>D?G

FH

?R:I:CJIK:?EB>EKID:?C(

<*#.'%"

!

!

FH

?R:I<

H

:B?><B

$

$*

#

$)

#

%*

#

%)

#

&*

#

&)

#

'*

#

')O:C>EKID:?C

&

?N

H

K:OIK

F

PE;DEK<>G:

HH

?PIO

H

I;C<EK?CBM<K<

H

K?>EP<>L

F

BM:DPG:C

=

NK?O6,9_<

`

E:;:LKID<>M:DG@)2 X

%

"

)2 ,X

%

D?6,9_<

`

E:;:LKID<>M:DG@)2 5%

"

)2 ,X

%

(Z<OLKIC<

H

?D<CD:I;B?N

C<EK?CB:CDG<>:NN<K<CDG

FH

?R:I>EKID:?CM<K<O<IBEK<>L

F

MG?;<3P<;;K<P?K>:C

=

#

IC>DG<CDGK<BG?;>:CD<CB:D

F

#

DGIDMIBO:C:OEO

PEKK<CD:CD<CB:D

F

:C>EP:C

=

IPD:?C

H

?D<CD:I;:CC<EK?C

#

MIBD<BD<>L

F

BD<

H

PEKK<CDB

$

V/*

H

6

!

0'*

H

6

#

BD<

H

]$*

H

6

#

D:O<]%**OB

&

:CC<EK?CB<R

H

?B<>D?JIK:?EBG

FH

?R:I>EKID:?C(5<EK?CB:CP?CDK?;

=

K?E

H

M<K<

H

<KNEB<>M:DG6,9_<

`

E:;:LKID<>M:DG@)2 X

%

"

)2

,X

%

(=*"$+#"

!

Z<OLKIC<

H

?D<CD:I;JI;E<B?NG:

HH

?PIO

H

I;C<EK?CBM:DG<R

H

?BEK<D?G

FH

?R:IN?K$)

#

%*O:CM<K<G:

=

G<KDGICDG?B<:C

P?CDK?;

=

K?E

H

$

!

%

*(*)

&%

IC>IBP?O

H

IK<>M:DGP?CDK?;

=

K?E

H

#

O<OLKIC<

H

?D<CD:I;JI;E<B?NG:

HH

?PIO

H

I;C<EK?CBM:DG<R

H

?BEK<D?

G

FH

?R:IN?K&*

#

&)

#

'*

#

')O:CM<K<><PK<IB<>

$

!

%

*(*)

&

(8GK<BG?;>:CD<CB:D:<B?NC<EK?CBBEL

A

<PD<>D?G

FH

?R:IN?K$)

#

%*O:CM<K<

G:

=

G<KDGICDG?B<:CP?CDK?;

=

K?E

H

$

!

%

*(*)

&#

G?M<J<K

#

DGK<BG?;>:CD<CB:D:<B?NC<EK?CBM:DG<R

H

?BEK<D?G

FH

?R:IN?K&*

#

&)

#

'*

#

')

O:CM<K<;?M<KDGICDG?B<:CP?CDK?;

=

K?E

H

$

!

%

*(*)

&

(>'(6+$"-'(

!

!:

HH

?PIO

H

I;C<EK?CBDÎ<?CG
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缺氧是神经元常见的损伤因素(缺氧除使神经元出现能

量紊乱外还刺激某些基因的表达#影响某些跨膜离子通道转运

而改变神经元的内环境+

$3%
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#导致神经元兴奋性改变#从而导致

痫性发作或神经元损伤(缺氧性脑损伤后痫性发作为一复杂

病理过程#与神经细胞兴奋性变化有着密切关联(因此#探讨

不同程度缺氧对海马神经细胞兴奋性电生理特性的影响#有助

于对缺氧性脑损伤后痫性发作机制更为全面深入的认识#目

前#类似研究相对较少(作者利用膜片钳记录技术对此进行了
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膜片钳实验(利用特定测试方波判断细胞封接状态(当电极

尖端接触细胞表面时#记录得到的测试方波回因封接阻抗增大

而产生相应变化(此时再给予短暂负压吸引#电极与胞膜之间

电阻会迅速增大至
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机械和电学上都十分稳固的紧密封接(此时电极与细胞膜形

成了贴附式膜片#在此基础上再给予负压吸破电极尖端的细胞

膜#使细胞内液与电极内液相通#形成全细胞膜片#这时的记录
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去极化跃阶电流刺激#测定不同缺氧处理时间的神经细胞$
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&阈强度#即以诱发神经细胞产生动作电位的最低电流强度(

对照组除不予低氧处理(进行缺氧数据记录时#每批次细胞只

进行一次缺氧#因为反复缺氧后#细胞不能很快恢复到缺氧前

状态#并且缺氧可能造成某些不可逆损伤($
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无血清原代培养海马神经元形态及鉴定
!

倒置相差显微

镜下观察#刚种植的细胞呈均匀单个'圆形'折光性好(
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后细胞几乎完全贴壁#部分细胞已长出突起(
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后胞体变

大#细胞形态多数呈梭形'锥形'三角形或不规则形#双极或多

极突起增多#随培养时间延长#胞体呈三角形或锥体形且丰满#

轮廓清晰#立体感强#细胞周围光晕明显#表面光洁#突起间进

一步形成丰富的神经网络联系#见封
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经
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免疫荧光显示#胞浆及突起发红色荧光#胞核

发蓝光#见封
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神经细胞膜电位和阈强度测定
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神经细胞膜电位和阈强

度是评价细胞兴奋性的重要参数#直观反映神经细胞兴奋性(

培养的海马神经元经不同缺氧处理时间后#其膜电位结果显

示!缺氧处理
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后神经细胞膜电位数值升高#较对照

组差异有统计学意义$
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后神经细胞膜电位数值低于对照组$
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&#见图
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阈强度结果显示!缺氧处理
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后阈强度高于对照组$
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后神经细胞阈强度低

于对照组$
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&#见图
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#这一结果与缺氧处理后神经细胞

膜电位变化是相吻合的(
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不同缺氧处理时间的神经细胞膜电位变化
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!缺氧处理
$)O:C
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!缺氧处理
%*O:C
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!缺氧处理
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缺氧处理
&)O:C

%

U

!不同缺氧处理时间神经元的阈强度

图
'

!!

不同缺氧处理时间与神经细胞的阈强度关系

B

!

讨
!!

论

海马是中枢神经系统中对缺氧最敏感的部位之一#对大鼠

.)%$
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年
)

月第
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海马神经元离体研究发现#短时间完全缺氧可以造成海马功能

不可逆损伤%长时间缺氧则可以造成神经元形态上损伤甚至死

亡(缺氧性脑损伤时细胞外兴奋性氨基酸增高#将激活
53

甲

基
34

天门冬氨酸$

5Z46

&受体及非
5Z46

受体门控离子通

道导致细胞内游离
,I

%0浓度增高#引起细胞内钙超载+

/

,

(此

外#脑缺氧时#由于
68+

合成减少致
5I

0

b

0泵转运障碍#细

胞膜两侧离子梯度无法维持#出现胞内
5I

0和胞外
b

0增高#

膜电位减小#使细胞易发生去极化(而膜去极化促使钙通道开

放#也致胞内游离钙浓度增加(胞内游离钙浓度增加可能会激

活或者灭活细胞膜上某些电压依赖性离子通道#离子通道变化

就可能改变细胞兴奋性#进而有致痫性发作的可能(

通常用神经细胞膜电位水平和阈强度来评价神经细胞的

兴奋性(研究发现#大鼠海马神经元无论是急性缺氧还是慢性

缺氧都会导致兴奋性升高+

'

,

#但
6KILI>a:B<

等+

1

,认为慢性缺氧

后海马神经元兴奋性降低(还有研究认为#缺氧早期超极化是

缺氧诱导的有利于神经元的重要代偿机制#主要由钙激活钾通

道$

bPI

通道&与
68+

敏感性钾通道$

b68+

通道&所介导#其

中前者参与形成膜静息电位和调节峰电位发放频率与神经元

兴奋过程(单通道记录显示#缺氧早期$

%*O:C

内&海马神经

元
bPI

通道开放概率明显增高#以后则减低(说明缺氧早期

bPI

通道被激活#缺氧后期
bPI

通道明显失活(本实验结果显

示缺氧
%)O:C

内神经细胞膜电位值呈现超极化#而以缺氧
%*

O:C

时最明显#超过
%)O:C

后呈现去极化%结果还显示在前
'

个观察时点阈强度增高#之后降低(此结果提示#缺氧早期神

经细胞膜出现超极化#阈强度高#兴奋性下降#随缺氧作用时间

延长神经细胞出现去极化#阈强度下降#兴奋性增加(缺氧早

期超极化使细胞兴奋性降低#降低了缺氧神经元易去极化#使

细胞自发性电活动减少#能量消耗降低#并限制了
,I

%0内流和

钙库的释放#减少谷氨酸和其他兴奋性神经递质的释放#有利

于神经元存活(但随缺氧时间延长#大量神经递质释放#某些

递质通过
Q

蛋白偶联受体活化#激活
P6Z+

依赖的蛋白激酶

+b6

#使
b

0通道蛋白磷酸化#通道失活#外向电流明显降低(

此外#缺氧时间延长#

5I

0通道激活产生的内向电流可能增加(

有证据表明在缺氧或氰化物抑制氧化代谢情况下#

,6

$

区神

经元
5I

0电流会持续增强+

.

,

(反复缺氧所致的钠电流增强会

导致多种效应#如动作电位的超射值和发放频率增加#动作电

位时程延长等+

@

,

(这些因素使细胞呈现去极化(因而#缺氧诱

导的超极化代偿作用是有限的#随缺氧时间延长#膜电位势必

呈现去极化(本实验结果显示了这一趋势(

细胞膜去极化导致膜电位降低#缩小了细胞膜电位与阈电

位之间的电位差#使细胞的兴奋性增加(海马脑片缺氧诱导后

出现兴奋性增高#可致海马神经网络形成癫痫前状态#与离子

型谷氨酸受体和
7

型钙通道有关+

$*3$$

,

(缺氧损伤后神经细胞

兴奋性增高为一种机体适应性改变#也是形成痫性放电重要因

素之一+

$%

,

(缺氧损伤对神经元的迁移'分化'突触形成产生重

要作用+

$&3$'

,

(此外#脑兴奋性增加与神经元可塑性密切相

关+

$)

,

#而神经元可塑性改变为痫性发作机制之一(

综上所述#缺氧早期神经细胞膜电位出现超极化#阈强度

增高#兴奋性降低#对细胞有重要的代偿保护作用(随缺氧时

间延长#神经细胞膜电位出现去极化#阈强度减低#兴奋性增

高(可否认为细胞缺氧到一定程度#即可能在某一时段内缺氧

细胞处于去极化状态#兴奋性增高#就可能为形成缺氧后痫性

发作的电生理机制之一(这一设想与临床所见#即过重或稍轻

的缺氧性脑病发生痫性发作的概率相对较少#而达到某种程度

的缺氧性脑病患者继发痫性发作相对偏多#有一定的相似

之处(
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细胞技术检测细胞周期及凋亡结果显示#

c4/'1'

使细胞阻滞

于
Q

%

"

Q

$

期#而
)3_S

使细胞阻滞于
9

期(联合用药组中的

Q

%

"

Z

期比例明显降低#细胞主要阻滞于
Q

*

"

Q

$

和
9

期#细胞

凋亡率明显强于两药单用(有研究表明#

c4/'1'

能阻断
P3b:D

和它的下游效应子
6̂D

和
U-b

从而促进细胞凋亡+

$&3$)

,

(而

)3_S

联合
U-b

抑制剂则能通过下调
LP;3%

和上调
PIB

H

IB<3@

来协同抑制黑素瘤细胞
"$/

的增殖及促进其凋亡+

$/

,

(由此推

测#抑制
U-b

可能是两药联合产生协同作用的机制之一(

总之#随着分子靶向治疗研究的深入#生物化疗$

L:?PG<3

O?DGKI

HF

&这一全新的肿瘤治疗模式越来越受到人们的关注#

c4/'1'

单药治疗甲状腺癌'非小细胞肺癌已取得了肯定疗

效+

$13$.

,

(本实验通过联用
c4/'1'

和
)3_S

的体外实验证明其

对肝癌的抗肿瘤作用#探讨了不同联合治疗方案的疗效#开阔

了思路#为临床上肝癌生物化疗的治疗模式提供了一定的理论

基础(
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